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RESUMO 
 
O envelhecimento é uma deterioração progressiva de todos os 
mecanismos homeostáticos acompanhada por declínio cognitivo. Tal 
fato assume grande importância uma vez que, ao longo das últimas 
décadas, o aumento da expectativa de vida e, da população idosa 
representa um aumento na incidência e na prevalência das demências. 
Recentes avanços da biologia em modelos animais, associados com 
estudos moleculares e celulares do cérebro, estão começando a elucidar 
tais mecanismos e seus potenciais papéis no declínio cognitivo. O 
extrato de Ginkgo biloba (EGb), é muito utilizado para demência e 
comprometimento cognitivo, principalmente relacionados ao 
envelhecimento, e parece atuar modificando as vias de sinalização do 
BDNF, NGF e GDNF. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o 
efeito da administração diária de EGb na função cognitiva em animais 
jovens e, em processo de envelhecimento. Foram utilizados ratos Wistar 
machos adultos com 2, 6, 16 e 24 meses de vida. Os animais foram 
submetidos à avaliação comportamental de habituação ao campo aberto 
ou esquiva inibitória 24h após o último tratamento. Após, os animais 
que foram submetidos ao campo aberto sofreram eutanásia e as 
estruturas cerebrais (hipocampo e córtex pré-frontal) foram retiradas 
para análises dos níveis de BDNF, NGF e GDNF. Os resultados 
mostram que os animais com 2 e 6 meses reconheceram o ambiente 
novo após a segunda exposição ao campo aberto, ou seja, não 
apresentaram dano na memória de habituação. Porém, animais com 16 e 
24 meses apresentaram dano na memória de habituação. Este efeito foi 
revertido com a administração de EGb durante 30 dias em animais com 
24 meses de idade, mas não com 16 meses. Os animais submetidos à 
tarefa de esquiva inibitória tiveram um perfil semelhante. Além disso, 
foi observado que houve aumento dos níveis de BDNF no córtex pré-
frontal de ratos com 6 e 24 meses de idade e tratados com EGb. No 
hipocampo, apenas houve aumento dos níveis de BDNF em ratos com 
24 meses e tratados com EGb. Os resultados também mostram que 
houve aumento dos níveis de NGF no córtex pré-frontal de ratos com 16 
meses de idade tratados com água ou EGb. No hipocampo, apenas 
houve aumento dos níveis de NGF em ratos com 6 meses e tratados com 
EGb. Adicionalmente, foi observado aumento dos níveis de GDNF no 
córtex pré-frontal de ratos com 6 meses de idade tratados com água. 
Também houve aumento dos níveis de GDNF no córtex pré-frontal de 
animais com 16 meses e tratados com água ou EGb. No hipocampo, não 
houve alteração dos níveis de GDNF em nenhum dos grupos 
 
 experimentais. Os resultados desse estudo indicam que o EGb reverteu o 
dano cognitivo induzido pelo envelhecimento em ratos com 24 meses de 
idade e este efeito pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo 
aumento dos níveis de BDNF no córtex pré-frontal e hipocampo desses 
ratos. Em animais jovens o EGb não induziu dano cognitivo. 
   
Palavras-chave: BDNF; envelhecimento; GDNF; gingko billoba; 
memória; NGF. 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The aging is a progressive deterioration of all homeostatic mechanisms 
accompanied by cognitive decline. This fact is relevant since over the 
past decades the life expectancy and the aging population represents an 
increase in the incidence and prevalence of dementia. Current advances 
in biology in animal models, related with molecular and cellular studies 
of the brain, are beginning to shed light on these mechanisms and their 
potential roles in cognitive decline. Ginkgo biloba extract (EGb) is 
widely used for dementia and cognitive impairment, especially related to 
aging and seems to act by modifying the signaling pathways of BDNF, 
NGF and GDNF. Therefore, the objective of this study was to evaluate 
the effect of daily administration of EGb on cognitive function in young 
animals and in aging process. Adult male Wistar rats were used with 2, 
6, 16 and 24 months of life. The animals was submitted to behavioral 
assessment of habituation to the open field or inhibitory avoidance task, 
24 hours after the last treatment. Afterwards the animals subjected to 
open field were killed and the brain structures (hippocampus and 
prefrontal cortex) were removed for analysis of the levels of BDNF, 
NGF and BDNF. The results show that animals 2 and 6 months 
recognized the new environment after the second exposure open field 
thus not exhibited damage in habituation. However, animals with 16 and 
24 months showed damage in habituation memory. This effect was 
reversed by the administration of EGb for 30 days in animals 24 months 
of age, but not at 16 months. One similar profile were observed in 
animals subject to inhibitory avoidance task. Moreover it was observed 
that there was an increase in BDNF levels in the prefrontal cortex of rats 
at 6 and 24 months of age and treated with EGb. In the hippocampus 
there was only increased BDNF levels in rats at 24 months and treated 
with EGb. The results also show that there was an increase of NGF 
levels in the prefrontal cortex of rats 16 months old treated with water or 
EGb. In the hippocampus, there was only increased NGF levels in rats at 
6 months and treated with EGb. Further there was an increase in BDNF 
levels in prefrontal cortex of rats at 6 months of age treated with water. 
There was also increase BDNF levels in prefrontal cortex of animals 16 
months and treated with water or EGg. There was no change in BDNF 
levels in both experimental groups in the hippocampus. The outcomes of 
this study indicate that EGb reverted the cognitive impairment induced 
by aging in rats at 24 months of age and this effect can be explained at 
least partially by increased BDNF levels in the prefrontal cortex and 
hippocampus of these mice. In young animals the EGb not induced 
 
cognitive impairment. 
 
Keywords: Aging; BDNF; Ginkgo biloba; GDNF; memory; NGF.  
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 ENVELHECIMENTO 
 
O envelhecimento está relacionado a mudanças morfofuncionais que 
ocorrem ao longo da vida de um indivíduo após a maturação sexual e 
consequentemente, de forma progressiva, comprometem a capacidade 
de responder aos estímulos ambientais levando a perda da homeostase.  
Também podemos definir o envelhecimento como consequência de tudo 
aquilo que ocorre no indivíduo com o passar do tempo (Jeckel-Neto, 
2006). Adicionalmente, o mesmo termo pode ser entendido como uma 
etapa do processo natural da vida, cuja característica principal é a 
acentuada redução da capacidade de adaptação e consequente 
diminuição da expectativa de vida. Esta condição torna o indivíduo mais 
vulnerável e predisposto a morbidades e mortalidade (Borba et al., 
2012). 
Tanto a proporção quanto o número absoluto de idosos nas populações 
mundiais estão aumentando dramaticamente, sendo esta uma das razões 
do envelhecimento estar emergindo como uma questão crucial. 
Atualmente apenas o Japão excede uma proporção de 30% de idosos. 
Entretanto, nos meados desse século, muitos países irão ter uma 
proporção similar ao do Japão em 2012. Isso inclui países da Europa e 
América do Norte mas também, Chile, China, Iran, Korea, Russia, 
Tailândia e Vietnam (WHO, 2015). 
A velocidade do envelhecimento da população em muitos países 
também é muito maior quando comparada ao passado. Por exemplo, 
enquanto a França levou cerca de 150 anos para se adaptar a mudanças 
de 10% para 20% na proporção da população idosa acima de 60 anos, 
lugares como o Brasil, China e Índia terão um pouco menos de 20 anos 
para fazer a mesma adaptação. Isso significa que a adaptação desses 
países precisa ser empreendida mais rapidamente do que foi no passado 
(WHO, 2015). 
Muitas teorias foram elaboradas para explicar o processo de 
envelhecimento. Tais teorias podem ser geralmente classificadas como: 
evolucionárias, envolvendo aspectos históricos e evolucionários do 
envelhecimento; e fisiológicas ou mudanças estruturais e funcionais 
(Cefalu, 2011). Alguns processos podem explicar estas teorias ao nível 
celular como: mecanismos temporais intrínsecos e sinalizadores, 
eventos acidentais ao acaso, sinalizações genéticas programadas que 
tornam o organismo mais suscetível há eventos acidentais, mutações ou 
lesões no DNA nuclear ou mitocondrial, proteínas danificadas ou 
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anormais, ligações cruzadas, glicação, acúmulo de resíduos, desgaste 
molecular generalizado, formação de radicais livres e componentes 
celulares específicos como genes, cromossomos, a mitocôndria ou os 
telômeros (Jeckel-Neto, 2006; Cefalu, 2011). Além disso, estão 
relacionados ao envelhecimento processos fisiológicos como o estresse 
oxidativo, imunológico, neuroendócrino, metabólico, sinalização da 
insulina e restrição calórica (Pacala e Sullivan, 2010). Portanto, as 
principais teorias que podem explicar o envelhecimento envolvem: 
- Estresse oxidativo: postula que espécies reativas de oxigênio (EROs) 
resultam no acúmulo de proteínas, lipídios e DNA com dano oxidativo 
(Niranjan, 2012). As EROs podem ser um sinal para o envelhecimento 
podendo determinar o desenvolvimento do mesmo. Isso é evidenciado 
pelo fato de que mudanças na via do estresse oxidativo pode determinar 
longevidade ao indivíduo (Niranjan, 2012; Rinnerthaler et al.,2015). No 
entanto, muitos estudos envolvendo vitaminas antioxidantes com o 
objetivo de reduzir o estresse oxidativo ainda não conseguiram 
apresentar resultados interessantes contra o envelhecimento (Zasshi, 
2010). 
- Alterações cromossômicas: algumas instabilidades cromossômicas 
como deleções, mutações, translocações e poliploidia são adquiridas 
com a idade e contribuem para o silenciamento ou expressão de genes 
específicos (Jeckel-Neto, 2006). Isso é evidenciado, uma vez que 
mutações no DNA mitocondrial e nas vias de estresse oxidativo podem 
contribuir para reduzir a resistência ao estresse oxidativo (Rinnerthaler 
et al., 2015).  
- Autoimune: postula que o corpo humano comece a produzir auto-
anticorpos contra os seus próprios tecidos resultando em infecções, 
doenças crônicas, câncer e particularmente doenças autoimunes como 
artrite reumatoide e lúpus, contribuindo para o processo de 
envelhecimento (Kent, 1997; Jeckel-Neto, 2006). 
- Neuroendocrinológica: é outra teoria que envolve o processo do 
envelhecimento, baseada no fato de que níveis altos de cortisol estão 
relacionados ao estresse crônico. Este contribui para infecções, déficit 
cognitivo, função muscular prejudicada e doenças crônicas que, com o 
passar do tempo, contribuem para processo de envelhecimento. (Cefalu, 
2011; Nirjam, 2012). 
- Genética-desenvolvimental: o envelhecimento pode ser relacionado 
com a herança genética, uma vez que genes específicos podem 
contribuir pra a longevidade em um indivíduo (Jeckel-Neto, 2006). A 
sustentação dessa teoria está relacionada à supressão ou ativação de 
genes específicos ligados ao envelhecimento (Lagaay, 1991).  
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- Restrição calórica: associada às mutações nas vias de sinalização da 
insulina resultam em alterações no tamanho e composição corporal, 
contribuindo para a resistência ao estresse oxidativo e longevidade em 
muitas espécies (leveduras, vermes, moscas e roedores). Portanto, a 
restrição calórica também constitui uma teoria para o envelhecimento 
(Jeckel-Neto, 2006; Yu et al., 2007).  
- Telomérica: postula que células somáticas normais têm uma 
expectativa finita de vida e a perda do DNA telomérico quando elas se 
dividem é em função do envelhecimento. A enzima telomerase 
acrescenta repetições de telômeros ao final dos cromossomos (Jeckel-
Neto, 2006). O encurtamento crítico do DNA telomérico devido à perda 
da enzima telomerase é um sinal para iniciação da senescência celular 
(Vaziri e Benchimol, 1998; Artandi, 2006).  
O processo de envelhecimento, essencialmente, tem natureza 
multifatorial uma vez que, depende da programação genética e das 
alterações que vão ocorrendo em níveis celular e molecular. Estas 
resultarão na aceleração ou desaceleração do envelhecimento e 
consequente redução da massa celular ativa, diminuição da capacidade 
funcional das áreas afetadas e sobrecarga em menor ou maior grau dos 
mecanismos de controle homeostático (Hara et al, 2014).  
 
1.2 COGNIÇÃO E ENVELHECIMENTO 
 
Como o processo de envelhecimento é acompanhado por mudanças 
estruturais estereotipadas e neurofisiológicas no cérebro gerando uma 
deterioração progressiva de todos os mecanismos homeostáticos 
cerebrais e, acompanhado por declínio cognitivo (Bishop et al., 2010; 
Meyers et al., 2016). Isso é um grande problema, visto que o aumento da 
expectativa de vida e da população idosa representa um aumento na 
incidência e na prevalência das demências (Niranjan, 2012). Neste 
contexto, o declínio cognitivo emergiu como uma das maiores ameaças 
ao idoso, já que cerca de 30% dos adultos acima de 85 anos são 
acometidos pela Doença de Alzheimer (DA). Portanto, manter a 
memória e cognição do idoso saudável é uma das prioridades, para que 
os indivíduos senescentes possam manter-se independentes de seus 
familiares e capazes de realizar todas as atividades cotidianas (von 
Strauss et al., 1999). 
O declínio do estado cognitivo pode ser observado por déficits de 
memória, de funções executivas e incapacidade para uso estratégico da 
informação adquirida, facilitado pelo desenvolvimento de doenças 
neurodegenerativas (Ismail et al., 2011). As alterações que ocorrem com 
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o processo de envelhecimento normal estão relacionadas com a redução 
na eficácia de três recursos chave do processamento cognitivo: a 
velocidade com que a informação é processada, a memória de trabalho e 
as capacidades sensoriais e perceptuais (Park, 1999). O córtex pré-
frontal é extensivamente estudado por seu papel crítico na função 
executiva, enquanto o hipocampo e outras regiões corticais relacionadas 
são os principais alvos de pesquisa para a função de memória (Hara e 
Morrinson, 2014). 
O envelhecimento tem papel fundamental no declínio cognitivo 
(Meyers et al., 2016), uma vez que regiões distintas do cérebro a qual 
interagem para promoverem funções cognitivas superiores demonstram 
ativação menos coordenada com o envelhecimento, sugerindo uma 
perda global da função integrativa. Salienta-se que essa coordenação 
reduzida da atividade cerebral está associada com um pobre 
desempenho em muitos domínios cognitivos (Andrews-Hanna et al., 
2007; Thomas, 2016). Além da menor integração, a atividade neuronal 
também se torna menos localizada em algumas regiões cerebrais, 
particularmente no córtex pré-frontal, para resposta a tarefas de nível 
executivo. Diferentemente, adultos jovens ativam regiões cerebrais mais 
discretamente para executar as mesmas tarefas e integram regiões mais 
estreitamente com outras regiões do cérebro. Indivíduos idosos que 
exibem atividade deslocada apresentam melhor performance cognitiva 
que os indivíduos idosos com atividade mais localizada, consistente com 
a ideia de que o deslocamento pode ser uma resposta compensatória 
(Cabeza, 2002). Tais observações sugerem que sistemas biológicos 
executivos superiores do cérebro são alterados significativamente pelo 
envelhecimento normal na ausência de doença (Bishop, 2010; 
Antonenko e Flöel, 2014). 
 O colapso dependente da idade nos sistemas cerebrais 
executivos superiores está relacionado, em parte, ao rompimento das 
fibras mielinizadas que conectam os neurônios em regiões corticais 
diferentes. Apesar da perda neuronal mínima na maioria das regiões 
corticais, no envelhecimento cerebral normal mudanças na fisiologia 
sináptica de neurônios envelhecidos podem contribuir para a 
conectividade alterada e em maior escala na sua integração (Andrews-
Hanna et al., 2007).  
  
1.3 FATORES NEUROTRÓFICOS E ENVELHECIMENTO 
 
Os fatores neurotróficos (NFs) estão envolvidos no processo de 
envelhecimento cerebral. Estes são peptídeos secretados que agem como 
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fatores de crescimento para o desenvolvimento fenotípico e manutenção 
de populações neuronais específicas no sistema nervoso de vertebrados, 
em desenvolvimento e de adultos (Siegal e Chauhan, 2000; Budni et al., 
2015). 
Essas proteínas difusíveis que agem via sinalização retrógada de 
neurônios alvo e por mecanismos parácrinos e autócrinos regulam 
muitos aspectos da estrutura e função neural e glial. Fatores 
neurotróficos não promovem apenas a diferenciação e crescimento de 
neurônios em desenvolvimento, a manutenção fenotípica e 
sobrevivência de neurônios adultos mas também, representam um meio 
potencial de modificar uma disfunção neuronal, a ativação astrocitária e 
reações inflamatórias sob condições patológicas. Os fatores 
neurotróficos, sob certas condições, também modulam a plasticidade 
neuronal que decai durante o envelhecimento e, sob condições 
traumáticas ou degenerativas (Blesch et al., 1998). 
Dentre os fatores neurotróficos, encontram-se o fator neurotrófico 
derivado do encéfalo (BDNF), fator de crescimento derivado do nervo 
(NGF) e fator neurotrófico derivado da glia (GDNF), os quais exercem 
seus efeitos não somente na sobrevivência celular, mas também em 
atividades como aprendizagem, memória e comportamento (Figura 1) 
(Mattson et al., 2002; Allen et al., 2013; Budni et al., 2015). 
O BDNF é expresso diferentemente através de muitos tecidos 
cerebrais. Nutrição, metabolismo, comportamento e estresse afetam a 
sua expressão no sistema nervoso central e periférico (Fuchikami, 
2009). O BDNF é sintetizado a partir de uma isoforma pró-BNF, que 
então é clivado proteoliticamente (remoção do domínio N-terminal) 
dentro do neurônio ou após ser liberado gerando sua forma proteica final 
(Ahmed, 2015). Essa neurotrofina madura liga-se aos receptores de 
neurotrofina tirosina quinase (TrK). O BDNF é crucial no aprendizado e 
na memória, uma vez que ele regula a depressão de longa duração 
(LPD) e a potenciação de longa duração (LTP), a plasticidade sináptica, 
o crescimento axonal, a proliferação da árvore dendrítica, e a 
diferenciação neuronal (Murer et al., 2001; Tyler et al., 2002).   Esses 
mecanismos no sistema nervoso central são ativados através da 
interação do BDNF com receptores TrK (Islam et al., 2009). O pro-BNF 
liga-se ao receptor de neurotrofina p75 (p75NTR) (Hibbert et al., 2006). 
Diferentemente, quando o pró-BDNF se liga ao p75NTR ativa vias 
apoptóticas em neurônios periféricos e células glia (Figura 1) (Teng et 
al., 2006; Budni et al., 2015). 
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Figura 1 - Fatores neurotróficos e a interação com seus receptores. 
(a) Receptor de BDNF ou pró-BDNF. O BDNF liga-se ao receptor TrkB e essa 
interação induz a ativação de via de sinalização que culmina com a 
sobrevivência celular. Quando o pró-BDNF liga-se ao p75NTR pode levar à 
apoptose. (b) Receptor de NGF ou pró-NGF. O NGF liga-se ao receptor TrkA e 
essa interação induz a ativação de via de sinalização que culmina com a 
sobrevivência celular. Quando o pró-NGF liga-se ao p75NTR pode levar à 
apoptose. (c) Receptor de GDNF. O GDNF liga-se a complexo receptor multi-
componente composto por GFR α1 e RET induzindo a sobrevivência celular.  
Fonte: Adaptado de Budni et al. (2015). 
 
No envelhecimento ocorre prejuízo gradual das habilidades cognitivas 
as quais estão associadas às alterações corticais ou hipocampais (Tapia-
Arancibia et al., 2008). O BDNF ajuda a proteger os neurônios dos 
danos causados por infecções. A expressão do BDNF no sistema 
nervoso é modificada por muitos insultos cerebrais como, convulsão, 
estresse, isquemia e hipoglicemia (Yan et al., 1997). Alterações na sua 
expressão do BDNF podem contribuir para algumas patologias como 
depressão, DA, Doença de Parkinson e epilepsia (Tapia-Arancibia et al., 
2004). Neste contexto, níveis de BDNF podem indicar prejuízo na 
memória e na função cognitiva geral em mulheres idosas (Komulainen 
et al., 2008). Além disso, um estudo pré-clínico mostrou que a 
deficiência crônica de BDNF induz prejuízo no aprendizado em animais 
com 7 meses de idade (Petzold et al., 2015). 
 O NGF é sintetizado como um precursor pró-NGF e então 
secretado para fora das células ou clivado intracelularmente na forma 
madura de NGF. A secreção de NGF pode ser uma mistura de pró-NGF 
e NGF maduro clivado intracelularmente. Há três tipos de receptores de 
NGF, são eles, TrkA, p75 e sortilina. O efeito trófico do NGF é mediado 
através dos receptores TrkA e p75NRT (Chao e Hempstead, 1995; 
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Esposito et al., 2001), enquanto o efeito neurotóxico do pró-NGF é 
mediado através do receptor p75NRT em conjunção com sortilina 
(Nykjaer et al., 2004). O pró-NGF é a forma predominante do NGF no 
sistema nervoso central (Figura 1) (Fahnestock et al., 2001).  
Há relatos que aumentos nos níveis de pró-NGF induzem apoptose, 
evidências indicam que o pró-NGF inibe a proliferação e diferenciação 
de células tronco ou neurais progenitoras do hipocampo em 
camundongos recém nascidos (Guo et al., 2013; Budni et al., 2015). 
Tais efeitos do pró-NGF podem ser mediados através p75NTR (Wang et 
al., 2010; Budni et al., 2015). Neste contexto, um estudo realizado por 
Al-Shawi et al (2008) indicou que o pró-NGF induziu morte de 
neurônios do prosencéfalo basal e neurônios periféricos sinápticos de 
ratos idosos. Este efeito não foi encontrado em animais jovens. Além 
disso, o pró-NGF esteve elevado durante o envelhecimento em algumas 
áreas de projeção de populações vulneráveis de neurônios centrais e 
periféricos (Al-Shawi et al., 2008). Terry et al., (2011) demonstrou 
prejuízos associados à idade no aprendizado espacial e déficits na 
memória de reconhecimento. Esses efeitos são comparáveis aos níveis 
elevados de pró-NGF, p75NTR e sortilina no córtex pré-frontal e 
hipocampo de ratos envelhecidos (Terry et al., 2011).  Fatores de 
crescimento, como o NGF, são importantes na plasticidade neuronal e 
sobrevivência de neurônios colinérgicos do prosencéfalo (córtex 
cerebral, hipocampo, núcleos da base e hipotálamo) nas quais estão 
ligados a memória (Korsching et al., 1985). Larkfors et al. (1987) 
encontrou níveis reduzidos de NGF no hipocampo de ratos Fischer com 
28 meses, enquanto Perovic et al. (2013) demonstrou que os níveis de 
NGF estão diminuídos no córtex de ratos wistar com 24 meses. 
Considerando que o NGF é importante para funções cognitivas, e que 
foi encontrada redução com o envelhecimento, este fator neurotrófico 
pode contribuir para o declínio associado ao envelhecimento da função 
cognitiva (Larkfors et al., 1987; Hasenohrl et al., 1997). Portanto, ele 
exerce um papel significante na memória e cognição, no 
desenvolvimento, sobrevivência e manutenção de neurônios 
colinérgicos (Yang et al., 2014) e também no envelhecimento cerebral. 
O GDNF é um importante fator neurotrófico para o desenvolvimento, 
sobrevivência e manutenção dos neurônios dopaminérgicos do 
mesencéfalo (Deister e Schmidt, 2006; Lin et al., 1993). O GDNF 
interage com múltiplos componentes de complexos receptores pela 
ligação em componentes da superfície celular, receptor α1 do GDNF 
(GFRα1) e um receptor transmembranar de tirosinaquinase (Figura 1), 
tirosinaquinase receptor (RET) (Trupp et al., 1996; Baloh et al., 1997).  
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Sabe-se que a função motora e todo o sistema dopaminérgico sofre um 
declínio com o envelhecimento normal e, pacientes com Doença de 
Parkinson tem um declínio intenso neste sistema (Jankovic et al., 2008). 
O potencial do GNDF contra a deterioração cognitiva associada ao 
envelhecimento não foi totalmente explorada (Pertusa et al., 2008), há 
ensaios do efeito neurotrófico do GDNF contra a atrofia neuronal que 
causa déficits cognitivos em idosos, e eles encontraram que houve 
ganho significativo em habilidades cognitivas, nos testes de aprendizado 
espacial e memória, devido à exposição ao GDNF. Contudo, a 
especificidade do GDNF a área dopaminérgica é o motivo pela qual tem 
sido estudado seu uso potencial para o tratamento da Doença de 
Parkinson, nas quais ensaios clínicos atuais estão em andamento. Neste 
contexto, tem sido estudado a administração de GDNF como opção 
terapêutica para neurodegeneração (Allen et al., 2013). Já foi descrito 
que o GDNF pode exercer efeitos neuroprotetores e neuroreparadores na 
substância nigra em modelos animais de Doença de Parkinson, bem 
como em pacientes (Gill et al.,2003; Slevin et al., 2005). 
Outros sistemas parecem também estar associados ao GDNF. Farrand 
et al. (2015) sugere que níveis reduzidos de GDNF induz liberação 
excessiva de glutamato e a desregulação do transportador de glutamato 
causa excitotoxicidade no sistema nervoso que precede a degeneração 
dopaminérgica. Neste sentido, um estudo realizado por Matsunaga et al. 
(2006), demonstrou que o nível de expressão do GDNF se elevou com o 
envelhecimento no córtex pré-frontal mas não no hipocampo. 
Fox et al. (2001) indicou que GDNF pode proteger neurônios 
nigroestriatais dopaminérgicos contra os efeitos da 6-hidroxidopamina 
em idosos bem como em ratos adultos jovens. Além disso, um estudo 
adicional evidenciou um aumento significativo do conteúdo de GDNF 
na medula espinhal de ratos idosos (24 meses) submetidos há 2 semanas 
de exercício (McCullough et al., 2013). Portanto, estes estudos sugerem 
um papel importante do GDNF no processo de envelhecimento. 
 
1.4 GINKGO BILOBA 
 
O nome Ginkgo é derivado de uma tradução errada do nome japonês 
Yin-Kwo (fruta prateada), enquanto a espécie biloba se refere à forma 
bilobada das folhas (Singh et al., 2008). Esta planta é reconhecida como 
um “fóssil vivo” pela existência ininterrupta da espécie por 270 milhões 
de anos sem alterações e por ser a mais velha árvore no planeta, sem a 
coexistência de parentesco com outras espécies. Esta planta demonstrou 
alta resistência aos estresses ambientais, doenças microbianas 
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(micóticas, virais e bacterianas), outras pestes e poluentes gasosos 
(ozônio e SO2) (Sinclair et al, 1987; Honda H, et al., 1997; Mohanta TK, 
2012).  Ginkgo biloba tem sido usada na medicina chinesa e tradicional 
para uma variedade de condições incluindo, asma, bronquite e disfunção 
cardíaca há pelo menos 5000 anos (Birks J, 2009). O uso medicinal da 
espécie tem atraído o interesse de pesquisadores. Várias partes da árvore 
são utilizadas na medicina ortodoxa ou tradicional para tratar doenças 
em função da grande quantidade de compostos bioativos (Isah T, 2015). 
Os componentes ativos do Ginkgo são divididos em dois grandes 
grupos: flavonóides - as atividades farmacológicas dos flavonóides estão 
relacionadas com a sua ação antioxidante, antinflamatória, antitumoral, 
antiviral, e propriedades imuno-moduladoras (Middleton e Anne 1995) - 
e os terpenóides, sendo que os terpenóides são subdivididos em 
bilobalídeos (Curtis-Prior et al.,1999) que inibem o fator de agregação 
plaquetária (Glisson et al., 1999) e aumentam o fluxo sanguíneo cerebral 
(DeFeudis, 1998) e, os ginkgolídeos que são divididos em A, B, C e J, e 
têm ação anti-lipoperoxidativa.   
O extrato padronizado do Ginkgo biloba (EGb), é um dos mais 
utilizados para demência e comprometimento cognitivo, deterioração 
relacionada à idade das funções mentais, fadiga, memória e continua a 
ser um dos extratos mais avaliados. Embora a sua base molecular 
detalhada ainda não seja totalmente compreendida, há evidências das 
propriedades neuroprotetoras, incluindo a habilidade em reduzir a 
agregação e toxicidade da peptídeo β-amiloide (Tan et al., 2014; Guan et 
al., 2014). 
Pesquisas vêm buscando esclarecer o potencial de Ginkgo biloba nos 
processos de memória e efeito neuroprotetor em patologias. Recente 
estudo de Sakatani (2014) mostrou a melhora da função cognitiva em 
mulheres de meia idade após a ingestão de 120 mg/dia por 6 semanas de 
EGb. 
Embora, estudos prévios tenham demonstrado resultados 
inconsistentes e falharam ao tirar conclusões definitivas quanto aos 
benefícios do Ginkgo biloba em pacientes com diagnóstico de declínio 
cognitivo ou demência.  Estudo de meta-análise, também recente, 
demonstrou que EGb na dosagem de 240 mg/dia por 22-26 semanas é 
capaz de estabilizar ou retardar o declínio na cognição, função, e 
alterações globais na disfunção cognitiva e demência, especialmente 
para pacientes com sintomas neuropsiquiátricos (Tan et al., 2014). 
Outros resultados mostram um efeito neuroprotetor do EGb, uma vez 
que reduziu a apoptose neuronal no hipocampo nos modelos animais de 
amnésia induzida por escopolamina (Jahanshahi et al., 2013). 
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Alguns estudos mostram o envolvimento dos fatores neurotróficos no 
efeito protetor do EGb. Zhao (2012) investigou o efeito do EGb nos 
níveis de NGF e neurotrofina-3 (NT-3) em neurônios do hipocampo em 
ratos diabéticos tipo I induzidos por estreptozotocina. O EGb melhorou 
a capacidade de aprendizagem e a memória dos ratos diabéticos em 
relação aos ratos que receberam placebo. O mecanismo pode ser 
atribuído à expressão aumentada de NGF e NT-3 que reduziu a apoptose 
em neurônios do hipocampo. Em um estudo realizado por Zheng (2000), 
bilobalídeos provenientes do EGb promoveram aumento na expressão 
de GDNF em astrócitos de ratos. O estudo de Belviranli e Okudan 
(2015) mostrou que a suplementação com EGb melhorou as funções 
cognitivas, diminuiu o estresse oxidativo e aumentou o nível de BDNF 
no cérebro de ratos. Portanto, EGb pode modular a cognição através de 
fatores neurotróficos. 
 
1.5 JUSTIFICATIVA 
 
Considerando, o efeito neuroprotetor do EGb no envelhecimento, a 
sua relação com os fatores neurotróficos (Zheng, 2000; Zhao, 2012; 
Belviranli e Okudan, 2015); e que o envelhecimento torna o indivíduo 
mais vulnerável a morbidades como o declínio cognitivo (Bishop, 2010; 
Antonenko e Flöel, 2014).); o principal objetivo desse estudo é avaliar 
se administração diária de EGb altera os níveis de fatores neurotróficos 
e melhora a função cognitiva em animais jovens e em processo 
envelhecimento. 
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2 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o efeito da administração diária crônica do EGb  na memória 
os níveis de fatores neurotróficos em animais jovens e em processo de 
envelhecimento. 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Avaliar a memória em habituação ao novo ambiente através do 
campo aberto em ratos com 2, 6, 16 e 24 meses de idade e tratados 
durante 30 dias com o extrato de EGb; 
- Avaliar a memória aversiva através da esquiva inibitória em ratos 
com 2, 6, 16 e 24 meses de idade e tratados durante 30 dias com o 
extrato de EGb; 
- Avaliar os níveis de BDNF, GDNF e NGF em córtex pré-frontal e 
hipocampo de ratos com 2, 6, 16 ou 24 meses de idade e tratados 
durante 30 dias com o extrato de EGb; 
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3 MATERIAS E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS 
 
No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos adultos com 
2, 6, 16 e 24 meses de vida obtidos da colônia de reprodução do biotério 
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os animais 
tiveram livre acesso à água potável e comida. Os animais foram 
mantidos em ambiente com temperatura e umidade controlada, bem 
como em ciclo constante claro-escuro (12h claro e 12h escuro), e foram 
alocados 5 ratos por gaiola (n=160). Este estudo foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Uso de Animais, sob protocolo 074-2014-02. 
 
3.2 TRATAMENTO 
 
Os animais com 2, 6, 16 ou 24 meses de idade receberam 100 mg/kg 
do extrato lifiolizado de Ginkgo biloba por 30 dias, por gavagem, sendo 
divididos os animais em 2 grupos experimentais em cada idade: água e 
EGb. Vinte e quatro horas após o último tratamento os animais foram 
submetidos à avaliação comportamental no teste de habituação ao 
campo aberto e esquiva inibitória (Figura 2). 
 
 
 
Figura 2 - Desenho experimental 
Fonte: Elaborado pelo autor (2015). 
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3.3 TESTE DE HABITUAÇÃO AO CAMPO ABERTO  
 
O teste foi realizado em um campo aberto, medindo 38 x 38 cm 
delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 paredes de 
madeira e parede frontal de vidro transparente. O piso do campo aberto 
é dividido em 12 quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na 
sessão de treino, os animais foram colocados no quadrado do canto 
posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual exploraram livremente o 
ambiente por 5 minutos. Imediatamente após, os animais voltaram para 
a caixa moradia. A sessão de teste foi realizada 24 horas após o treino, 
na qual se repetiu o procedimento do treino. Os números de 
cruzamentos através das linhas pretas e o número de levantamentos 
foram avaliados em ambas as sessões (Vianna et al., 2000).  
 
3.4 ESQUIVA INIBITÓRIA 
 
 Consiste em uma caixa de acrílico na qual o piso é formado por 
barras paralelas de metal (1 mm de diâmetro). Os espaços entre as barras 
medem 1 cm. Uma plataforma com 7 cm de largura e 2,5 cm de 
comprimento é colocada junto à parede esquerda do aparelho. Na sessão 
de treino, 24 horas após a última administração de EGb ou água, os 
animais serão retirados do biotério às 8:00 da manhã, e os animais serão 
colocados sobre a plataforma e medimos o tempo que o animal leva para 
descer com as quatro patas da plataforma. Esse tempo é denominado 
latência. Imediatamente após descer da plataforma (com as 4 patas), o 
animal recebe um choque de 0,4 mA durante 2 segundos. Na sessão de 
teste, o animal será novamente colocado na plataforma e medido o 
tempo que ele leva para descer (latência), porém não é administrado o 
choque. A latência é um parâmetro clássico de retenção de memória. Os 
intervalos entre o treino e o teste foram de 5s, 1,5h, e 24h para avaliar as 
memórias de imediata, de curta, e de longa duração, respectivamente 
(Izquierdo et al., 1998; Quevedo et al., 1999). 
 
3.5 COLETA DAS ESTRUTURAS CEREBRAIS 
 
Após o teste comportamental de habituação ao campo aberto os 
animais sofreram eutanásia por decapitação na  guilhotina  e  estruturas 
cerebrais como hipocampo e córtex pré-frontal foram retiradas e 
congeladas a -80°C para posteriores análises moleculares. 
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3.6 ANÁLISES MOLECULARES 
 
As amostras de córtex pré-frontal e hipocampo de animais com 2, 6, 
16 ou 24 meses de idade tratados ou não com EGb  foram utilizadas 
para dosagens de fatores neurotróficos BDNF, NGF e GDNF. 
Primeiramente, as amostras foram homogeneizadas em tampão TBS 
0,01M (Tris, NaCl e ácido acético). Após, as amostras foram 
centrifugadas por 10 minutos a 10.000rpm e o sobrenadante retirado 
para as dosagens de fatores neurotróficos. 
Os níveis de BDNF, NGF e GDNF no córtex pré-frontal e hipocampo, 
foram avaliados por kits comerciais ELISA, através do método 
sanduíche, de acordo com as instruções do fabricante (NGF e BDNF da 
Chemicon®, EUA; GDNF da Biosensis®, EUA).  
 O kit ELISA sanduíche baseia-se na técnica padrão de ensaio da 
ligação de uma enzima imuno-absorvente. Um anticorpo monoclonal de 
rato específico para o BDNF, GDNF ou NGF foi pré-revestido em 
placas com 96 poços. Padrões e amostras de teste foram adicionados aos 
poços, um anticorpo policlonal biotinilado de detecção de cabra 
específico para o BDNF, GDNF ou NGF foi adicionado 
subsequentemente e, em seguida, foi realizada a lavagem com tampão 
TBS. O Complexo Avidina-biotina-peroxidase foi adicionada e os 
conjugados não ligados foram lavados com tampão TBS. O substrato 
TMB HRP foi utilizado para visualização da reação enzimática HRP. O 
substrato TMB foi catalisado por HRP para produzir um produto de cor 
azul, que muda para amarelo após a adição de solução de parada da 
reação. A densidade do amarelo foi proporcional a quantidade de 
anticorpos para BDNF, GDNF e NGF, em relação à quantidade de 
amostra capturada na placa (de acordo com as dosagens de proteínas), a 
absorbância foi lida à 450nm. A dosagem de proteína foi realizada pelo 
método de Lowry (1951) e a albumina sérica bovina foi utilizada como 
padrão. 
 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados da memória de habituação e das análises bioquímicas foram 
apresentados como a média ± erro padrão da média. Os resultados foram 
analisados por ANOVA de uma via, conforme o protocolo experimental, 
seguida do teste post hoc de Newman Kewlls, quando apropriado. Os 
dados da tarefa de esquiva inibitória foram descritos como mediana ± 
intervalo interquartil e as diferenças entre as sessões de teste e treino 
foram analisadas pelo teste de Wilcoxon. As comparações entre os 
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grupos foram realizadas pelo teste de Kruskal-wallis. Foram 
considerados significativos os valores de p<0,05. Os programas 
utilizados foram Statistical Package for the Social Science (SPSS) 2.0 e 
Statistica 7. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 MEMÓRIA DE HABITUAÇÃO AO CAMPO ABERTO 
 
A figura 3 A mostra o resultado do teste de habituação ao campo 
aberto quanto ao número de cruzamentos. Foi observado que os animais 
com 2 e 6 meses reconheceram o ambiente novo após a segunda 
exposição ao campo aberto, ou seja, não apresentaram dano na memória 
de habituação. Porém, animais com 16 e 24 meses apresentaram dano na 
memória de habituação. Este efeito foi revertido com a administração de 
EGb durante 30 dias em animais com 24 meses de idade, mas não com 
16 meses. 
 
Figura 3 - Efeito do envelhecimento e do extrato de Gingko biloba (EGB) no 
teste de memória de habituação ao campo aberto. 
Foi observado o número de cruzamentos (A) e o número de levantamentos (B) 
no teste de memória de habituação ao campo aberto realizados em ratos Wistar 
com 2, 6, 16 e 24 meses (m) e/ou tratados com Ginkgo biloba (100 mg/kg) 
durante 30 dias. Os dados estão representados como a média ± erro padrão da 
média, n= 8-10. * p < 0,05 quando comparado com o mesmo grupo na sessão 
treino. 
Fonte: elaborado pelo autor (2015). 
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A figura 3 B mostra o resultado do teste de habituação ao campo 
aberto quanto ao número de levantamentos. Foi observado que os 
animais com 2 e 6 meses reconheceram o ambiente novo após a segunda 
exposição ao campo aberto, ou seja, não apresentaram dano na memória 
de habituação. Entretanto, animais com 16 e 24 meses apresentaram 
dano na memória de habituação. Estes resultados foram semelhantes aos 
resultados apresentados quanto aos cruzamentos. Em animais com 24 
meses o tratamento com EGB durante 30 dias foi capaz de reverter o 
dano causado pelo envelhecimento, contudo, isso não ocorreu em 
animais com 16 meses, em que o EGB não conseguiu reverter o dano na 
memória de habituação causado pelo progressão do processo de 
envelhecimento.  
  
4.2 MEMÓRIA AVERSIVA NA ESQUIVA INIBITÓRIA 
 
A Figura 4 mostra os resultados da avaliação da memória aversiva 
através da tarefa de esquiva inibitória. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 - Efeito do envelhecimento e do extrato de Gingko biloba (EGB) no 
teste de memória aversiva avaliado na esquiva inibitória. 
Foi observado o tempo de latência do animal para descer da plataforma. Os 
dados estão representados como a mediana ± intervalo interquartil, n= 6-10. * p 
< 0,05 quando comparado com o mesmo grupo na sessão treino. 
Fonte: elaborado pelo autor (2015). 
 
Nessa tarefa, os ratos do grupo controle de animais com 2 e 6 meses 
de idade exibiram aumento da latência para a descida da plataforma 
quando expostos à sessão teste (após a sessão treino em que o rato 
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recebeu um choque) para a memória imediata (sessão teste 5 s após 
sessão treino), memória de curta duração (sessão teste 1,5 h após sessão 
treino) e memória de longa duração (sessão teste 24 h após sessão 
treino). Os ratos com 16 e 24 meses, no geral, aprenderam menos que os 
animais com 2 e 6 meses de idade. Além disso, estes animais velhos não 
aprenderam no teste de esquiva para a memória de curta duração. O 
tratamento crônico com EGB, manteve a memória intacta em animais 
com 2 e 6 meses de idade, mas não reverteu o dano provocado na 
memória de curta duração em animais com 16 meses de idade. Em 
animais com 24 meses, o EGB foi capaz de reverter o dano na memória 
de curta duração. 
 
4.3 NÍVEIS DE BDNF EM CÓRTEX PRÉ-FRONTAL E 
HIPOCAMPO 
 
A figura 5 mostra os níveis de BDNF no córtex pré-frontal e 
hipocampo de ratos com 2, 6, 16 e 24 meses tratados com água ou EGB 
durante 30 dias. Os resultados mostram que houve aumento dos níveis 
de BDNF no córtex pré-frontal de ratos com 6 e 24 meses de idade 
tratados com EGB. No hipocampo, apenas houve aumento dos níveis de 
BDNF em ratos com 24 meses tratados com EGB. 
 
 
Figura 5 - Efeito do envelhecimento e do extrato de Gingko biloba (EGB) 
nos níveis de BDNF no córtex pré-frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 
Wistar. 
Os dados estão representados como a média ± erro padrão da média, n= 4-6. * p 
< 0,05 quando comparado com o grupo controle (2 meses/água). 
Fonte: elaborado pelo autor (2015). 
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4.4 NÍVEIS DE NGF EM CÓRTEX PRÉ-FRONTAL E HIPOCAMPO 
 
A figura 6 mostra os níveis de NGF no córtex pré-frontal e hipocampo 
de ratos com 2, 6, 16 e 24 meses tratados com água ou EGB durante 30 
dias. Os resultados mostram que houve aumento dos níveis de NGF no 
córtex pré-frontal de ratos com 16 meses de idade tratados com água ou 
EGB. No hipocampo, apenas houve aumento dos níveis de NGF em 
ratos com 6 meses  tratados com EGB. 
 
Figura 6 - Efeito do envelhecimento e do extrato de Gingko biloba (EGB) 
nos níveis de NGF no córtex pré-frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 
Wistar. 
Os dados estão representados como a média ± erro padrão da média, n= 4-6. * p 
< 0,05 quando comparado com o grupo controle (2 meses/água). 
Fonte: elaborado pelo autor (2015). 
 
4.5 NÍVEIS DE GDNF EM CÓRTEX PRÉ-FRONTAL E 
HIPOCAMPO 
 
A figura 7 mostra os níveis de GDNF no córtex pré-frontal e 
hipocampo de ratos com 2, 6, 16 e 24 meses tratados com água ou EGB 
durante 30 dias. Os resultados mostram que houve aumento dos níveis 
de GDNF no córtex pré-frontal de ratos com 6 meses de idade tratados 
com água. Também houve aumento dos níveis de GDNF no córtex pré-
frontal de animais com 16 meses e tratados com água ou EGB. No 
hipocampo, não houve alteração dos níveis de GDNF em nenhum dos 
grupos experimentais. 
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Figura 7 - Efeito do envelhecimento e do extrato de Gingko biloba (EGB) 
nos níveis de GDNF no córtex pré-frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 
Wistar. 
Os dados estão representados como a média ± erro padrão da média, n= 4-6. * p 
< 0,05 quando comparado com o grupo controle (2 meses/água). 
Fonte: elaborado pelo autor (2015). 
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5 DISCUSSÃO  
 
De acordo com os resultados do presente estudo foi observado que 
animais com idade de 2 e 6 meses mantiveram suas memórias de 
habituação preservadas, já o mesmo não ocorreu com os animais de 16 e 
24 meses, que vieram a apresentar dano na memória de habituação. Com 
a administração de EGb durante 30 dias na dose de 100mg/kg, foi 
possível alcançar a reversão do referido dano, porém, isso foi observado 
apenas nos animais com idade de 24 meses. Um perfil semelhante foi 
encontrado nos resultados da tarefa de esquiva inibitória. Animais com 
16 e 24 meses apresentaram dano cognitivo, uma vez que aprenderam 
menos quando comparado com ratos de 2 e 6 meses de idade. Ratos com 
16 e 24 meses apresentaram dano grave na memória de curta duração e 
o tratamento com EGb reverteu o dano somente em ratos com 24 meses. 
Sendo assim, os resultados desse estudo indicam que a dose de 
100mg/kg de EGb pode favorecer o índice de melhora nos parâmetros 
de memória em ratos com 24 meses de idade.  
Estes resultados estão de acordo com os dados da literatura, os quais 
indicam um efeito neuroprotetor da planta, bem como, a melhora no 
aprendizado de ratos e camundongos de ambos os sexos (Barkats et al., 
1995; Stoll et al., 1996; Cohen-Salmon et al., 1997; Wang et al., 2006; 
Blecharz-Klin et al., 2009; Belviranli e Okudan, 2015). No entanto, os 
trabalhos que avaliam o efeito do EGb na memória de habituação e 
esquiva inibitória em ratos jovens e idosos, são escassos.  Blechartz-
Klin et al (2009) em seu estudo, demonstrou que a administração do 
EGb nas doses de 50, 100 e 150mg/kg junto à água de beber no período 
de 3 meses, apresenta reversão de danos cognitivos resultantes do 
envelhecimento em ratos com idade de 18 meses. Em outro estudo, 
Belvirandi e Okudan (2015) apontam o efeito do EGb na reversão de 
dano cognitivo no labirinto de morris, fazendo o uso da dose de 
100mg/kg durante 30 dias em ratas jovens e idosas, com idades de 3 e 
18 meses, respectivamente. Portanto, os resultados do presente estudo 
confirmam que o EGb pode reverter o dano causado pelo 
envelhecimento em ratos Wistar com 24 meses. As diferenças existentes 
entre os estudos relatados na literatura, podem estar relacionadas com as 
diferenças experimentais entre os laboratórios de estudo, como por 
exemplo: linhagens de animais que foram utilizados, diferentes testes 
comportamentais e sexos, bem como, diferentes protocolos utilizados 
nos diferentes estudos. 
O EGb apresenta muitos flavonóides em sua constituição (van Beek., 
2002). Estes flavonóides tem efeito antioxidante importante, podendo 
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ser um dos responsáveis pelo efeito protetor do EGb (Liu et al., 2015). 
Entretanto, a eficácia destes antioxidantes depende de suas 
concentrações plasmáticas no indivíduo em que foi administrado, ou 
seja, se o indivíduo apresentar baixos níveis destes flavonóides na 
corrente sanguínea, em função do envelhecimento, a administração dos 
mesmos levará a um possível efeito antioxidante maior.  No entanto, na 
presença adequada de concentrações desses flavonóides,o efeito protetor 
poderá não ocorrer, ou contrariamente apresentar um efeito tóxico 
quando administrado (Cerqueira et al., 2015). Isso poderia estar 
relacionado com a reversão do dano cognitivo em animais mais velhos 
(24 meses), já que normalmente possuem níveis reduzidos de 
antioxidantes devido ao processo de envelhecimento normal. Assim 
sendo, o fato de não ter ocorrido reversão dos danos nos animais com 16 
meses de idade, pode estar relacionado à ausência de deficiência de 
antioxidantes. Segundo Cohen-Salmon et al. (1997), é possível 
encontrar diferentes respostas do EGb na função cognitiva em diferentes 
idades e linhagens de animais.  Logo, de acordo com os resultados do 
presente estudo, parece que o EGb pode ter efeitos benéficos 
dependendo da idade, ou seja, parece que em ratos adultos (2 e 6 meses) 
que não apresentam dano cognitivo, o tratamento prolongado (crônico) 
com EGb também não causa dano. Indicando segurança na sua 
administração crônica. Contudo, a resposta protetora do EGb foi 
dependente da idade, ou seja, este efeito protetor foi observado em 
animais com 24 meses e não em animais com 16 meses de idade. 
Os flavonóides, presentes no EGb, parecem ter um papel muito 
importante na neuroproteção (van Beek, 2002; Liu et al., 2015). Foi 
demonstrado no estudo de Fang et al. (2015) que a combinação de 
flavonóides do EGb é importante para a prevenção e tratamento de 
roedores submetidos a um modelo animal da doença de Alzheimer. 
Estes resultados indicam que a ação neuroprotetora e neuromoduladora 
dos flavonóides, pode estar relacionada ao fato de que os mesmos 
atravessam a barreira hematoencefálica, podendo ser eficazes na  síntese 
de fatores neurotróficos, tais como, BDNF e NGF no hipocampo e 
córtex pré-frontal (Pan et al., 1999a; 1999b).  Na neurodegeneração e 
neuroinflamação relacionada com o declínio da idade, os flavonóides, 
quando encontrados em baixas concentrações no organismo, são as 
substâncias mais indicadas para serem suplementadas, visto que 
exercem efeito benéfico no cérebro (Peluso e Palmery, 2015). Em 
particular, estas interações incluem a capacidade de ativar vias de 
sinalização, responsáveis pelo controle da plasticidade sináptica e um 
potencial para induzir efeitos vasculares capazes de causar o 
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crescimento de células nervosas no hipocampo (Shif et al., 2006).  
No presente estudo também foram analisados os níveis de fatores 
neurotróficos no cérebro de animais com 2, 6, 16 ou 24 meses. Os 
resultados desse estudo apresentam evidências de que houve aumento 
dos níveis de BDNF no córtex pré-frontal de ratos com 6 e 24 meses de 
idade submetidos ao tratamento com EGb, o mesmo ocorreu no 
hipocampo apenas de animais com 24 meses. O efeito protetor do EGb 
pode estar relacionado ao aumento dos níveis de BDNF no córtex pré-
frontal e hipocampo, uma vez que  o BNDF é uma importante proteína 
para eventos plásticos relacionados à manutenção da memória 
(Bekinschtein et al., 2007, Faria et al., 2013). A expressão aumentada de 
BDNF foi confirmada em um estudo realizado no hipocampo de 
camundongos transgênicos que receberam a administração de  
flavonóides e, este efeito, pode ser correlacionando com os 
comportamentos de melhora cognitiva em camundongos (Hou et aI., 
2010).  
 Na memória de longo prazo ocorrem as sínteses de novas proteínas 
que ativam uma cascata de sinalização celular levando a alteração da 
plasticidade neuronal, relacionados diretamente com a persistência de 
memória, principal característica da memória de longa duração. Essa  
persistência, por sua vez, pode ser dependente da ativação da via de 
sinalização intracelular envolvendo AMPc/MAPK/CREB no 
hipocampo. Essa consideração relaciona-se com evidências de que 
repetidos ciclos de síntese do receptor de glutamato do tipo N-metil-D-
Aspartato (NMDA) seriam requeridos para consolidação da memória e 
sua manutenção (Cui et al 2004). A ativação desta cascata envolve a 
ligação do BNDF ao seu receptor TrkB, um receptor tirosinaquinase 
(Zheng et al., 2012; Calabrese et al., 2014). Esse mecanismo explicaria o 
efeito protetor do EGb nos animais com 24 meses de idade que fizeram 
parte do presente estudo. Estudos já relataram que EGb 761 aumenta a 
neurogênese e restaura a fosforilação de CREB e expressão do BDNF 
em células de neuroblastoma do hipocampo (Tchantchou et al., 2007; 
Xu et al, 2007). Estes dados sugerem que os flavonóides que constituem 
EGB 761, podem regular a via de sinalização CREB-BDNF. 
Além do EGb aumentar os níveis de BDNF no córtex pré-frontal e 
hipocampo de ratos com 24 meses de idade, também induziu aumento 
nos níveis de BDNF no córtex pré-frontal de animais com 6 meses e 
tratados com EGb.  Esse efeito, porém, ocorreu somente no córtex, 
podendo assim estar ou não relacionado ao fato de não causar qualquer 
efeito ao nível de dano cognitivo, já que estes animais não apresentaram 
dano na memória de habituação ao campo aberto.  
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Foram observados níveis elevados de NGF no hipocampo dos animais 
que receberam 100 mg/kg de EGb. O EGb, nesta idade, não induziu 
dano cognitivo, visto que nem mesmo os animais tratados com água 
apresentaram dano na memória de habituação. Também os animais com 
16 meses, independente do tratamento, tiveram os níveis de NGF 
aumentados. Nesta idade o EGb não conseguiu reverter o dano cognitivo 
induzido pelo processo de envelhecimento.. Em um estudo realizado por 
Xu et al. (2012), um flavonóide isolado do EGb potencializou o 
aumento de NGF e induziu o crescimento de neuritos em células PC12 
em meio de cultura. Os níveis de NGF encontrados aumentados nesse 
estudo podem ser de pró-NGF, pois o ELISA sanduíche não distingue 
entre NGF maduro e pró-GF (Ebendal et al., 1989). O NGF sinaliza para 
a sobrevivência celular (Cuello, 2012; Bradshaw et al., 2015) enquanto 
o pró-NGF para a morte celular por apoptose (Nykjaer et al., 2004; 
Perovic et al., 2013; Bradshaw et al., 2015).  Zhao et al. (2012) mostrou 
que o EGb pode melhorar a memória e a capacidade de aprendizagem de 
ratos diabéticos e, este mecanismo, pode ser atribuído ao aumento da 
expressão de NGF, neurotrofina-3 (NT-3) e a redução da apoptose em 
neurônios do hipocampo. O nível aumentado de NGF em animais com 
16 meses tratados ou não com o EGb, pode explicar o fato de o mesmo 
não ter revertido o dano na memória de habituação. No caso do aumento 
de NGF no córtex pré-frontal de animais com 16 meses pode justificar o 
dano provocado pelo envelhecimento e o EGb não foi capaz de reverter 
este dano. Contudo, animais com 16 meses podem ter ativação dos 
receptores p75NTR, contribuindo, dessa forma, para a ocorrência do 
dano na memória de habituação e, talvez, seja esse o motivo pelo qual 
não houve a reversão. Entretanto, estudos adicionais são necessários 
para a confirmação desta hipótese. 
Os níveis de GDNF foram aumentados apenas no córtex pré-frontal 
nos animais com 6 meses tratados com água e nos animais com 16 
meses tratados com água e EGb. Não há, na literatura atual, estudo 
correlacionando o EGb com os níveis de GDNF. Mesmo no 
envelhecimento, o número de trabalhos relacionados com GDNF é 
escasso. Fox et al. (2001) mostrou que o GDNF pode proteger neurônios 
dopaminérgicos contra o efeito da 6-hidroxidopamina em ratos jovens e 
idosos. Além disso, outro estudo mostrou que o GDNF pode estar em 
níveis elevados na medula espinhal de ratos idosos (24 meses) 
submetidos a 2 semanas de exercício físico (McCullough et al., 2013). O 
aumento de GDNF parece estar envolvido com o processo de 
neuroproteção, porém, esse efeito protetor não foi observado nesse 
trabalho nem mesmo com o aumento dos níveis de GDNF em animais 
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com 16 meses com ou sem tratamento com EGb e a ocorrência de dano 
na memória de habituação ao novo ambiente. Portanto, estudos 
adicionais devem ser realizados para elucidar este efeito. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Os resultados indicam que o EGb reverteu o dano cognitivo induzido 
pelo envelhecimento em ratos com 24 meses de idade. Parece que este 
efeito pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo aumento dos níveis 
de BDNF no córtex pré-frontal e hipocampo de ratos idosos. Além 
disso, foi observado que em animais adultos (2 e 6 meses) o EGb  não 
causou dano cognitivo. Contudo, adicionais estudos devem ser 
realizados para elucidar o mecanismo de ação do EGb em ratos adultos e 
idosos. 
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